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摘要 乙型肝炎病毒(hepatitis B virus，HBV)感染早期进入肝细胞机制研究一直是 HBV研究领域的热点和难点．简单易得的
HBV体外感染细胞模型是 HBV感染进入机制研究无法逾越的主要障碍．近年来，随着新型 HBV体外感染细胞模型的建立
和应用(HepRG细胞和树鼩原代肝细胞)，HBV的进入机制研究取得了一系列重大发现．综述了近几年 HBV进入肝细胞机制
的最新研究进展，主要包括 HBV表面蛋白进入相关结构域的鉴定，已发现的候选 HBV进入相关分子和尚待解决的问题．
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中国是乙型肝炎病毒感染的多发区和高发区，

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus，HBV)感染是引起
急慢性肝炎、肝硬化、肝癌的重要诱因之一．

HBV属嗜肝 DNA病毒科，是已知感染人类最小的
DNA病毒，基因组大小仅 3.2 kb左右．目前，对
HBV的基因组成、复制、包装、分泌等过程了解
得较清楚，但由于缺乏简单易得的 HBV体外感染
细胞模型，HBV感染的早期机制如 HBV的黏附、
胞吞、脱壳等过程尚未得到阐明．

病毒感染细胞的第一步是与暴露于细胞表面的

特定结构相结合，很多时候这种结合亲和力较低并

具有可逆性，随后病毒识别到更特异、结合力更高

的分子，这些分子介导了病毒随后的进入过程，人

们把这种分子称之为病毒的受体．HBV属包膜病
毒，它的进入过程是 HBV 表面蛋白与 HBV 受体
等宿主分子的互作过程．近年来，依赖于新型

HBV体外感染细胞模型的建立，如 HepRG细胞和
树鼩原代肝细胞(primary tupaia hepatocytes, PTH)，
HBV 进入肝细胞的机制得到了进一步的阐明：
HBV表面蛋白多个结构域在 HBV进入过程中的作
用得到确认，发现了以硫酸乙酰肝素蛋白聚糖为代

表的多个 HBV候选进入相关分子．本文就近几年
HBV感染早期进入肝细胞机制的最新研究进展作
一综述，并对尚未解决的问题提出展望．

1 HBV体外感染细胞模型的建立
病毒进入机制的深入研究离不开简单易得的体

外感染细胞模型．长期以来，由于缺乏合适的体外

感染细胞模型，HBV进入机制的研究进展缓慢．
除少量报道外[1, 2]，大量研究证实 HBV无法感

染肝脏来源的实验室连续培养细胞系，如 HepG2、
HuH7 等 ． 原 代 成 人 肝 细 胞 (primary human
hepatocytes，PHH)来源有限，并且其对 HBV的易
感性会因供者的身体状况以及分离制备方法的差异

而有很大不同，这极大地限制了 PHH细胞的广泛
应用．另外，虽然黑猩猩对 HBV易感，但因其数
量有限、价格昂贵和伦理等原因，通过分离黑猩猩

的原代肝细胞所建立的体外感染细胞模型应用较

少．2002年，法国和德国科学家从一例丙肝病人
身上分离得到一株肝细胞系并命名为 HepRG，发
现当 HepRG细胞在肾上腺皮质激素和 DMSO连续
诱导两周以上时获得了对 HBV 的易感性 [3]．

HepRG细胞系的建立为 HBV进入机制的研究揭开
了新的篇章，但其培养条件苛刻，对血清要求很

高，且感染效率偏低，目前仅应用于德国和法国少

数实验室(个人交流)．
除人和黑猩猩外，树鼩是唯一证实可以被

HBV感染的小型动物．树鼩属哺乳纲，在分类地
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SHBs 由 226 个氨基酸组成，MHBs 在 SHBs
的 N 端多出 55 个氨基酸(preS2)，LHBs 在 MHBs
的 N端又多出 108或 119个氨基酸(preS1)．其中，
LHBs蛋白 N 端存在豆蔻酰化位点，大约 90%的
MHBs蛋白 N端被乙酰化修饰[9]．此外，三种蛋白

质在 SHBs结构域 Asn146位点均存在 N-糖基化修
饰，但此位点三种蛋白质的糖基化效率差别很大，

其中 LHBs 在此位点糖基化率最高，大约占到
90%，MHBs 最低，此位点糖基化率只有 30%，
SHBs 居中，大约有 50%的 SHBs 蛋白此位点被
N-糖基化修饰[10]．另外有证据证实，在 HBV病毒
颗粒表面 LHBs存在两种构象，大约有一半的 preS
(preS1+preS2)结构域位于病毒包膜内，另外一半裸
露于病毒表面(图 3)．

位上界于原始食虫类与原始灵长类之间，进化程度

较高，新陈代谢和解剖学比犬、鼠等动物更接近于

人类，在医学研究上很有应用前景，受到广大科学

工作者的重视．我国学者早在 20世纪 80年代初就
对树鼩的 HBV易感性进行了初步试验[4]，1996年，
Walter 等[5]的研究结果对树鼩的 HBV 易感性作了
进一步的支持．树鼩原代肝细胞体外 HBV感染最
初报道感染效率很低，后经研究人员对 HBV病毒
适当纯化处理后，感染率显著提高[6]，使 PTH作为
HBV的体外易感靶细胞具有了实际应用价值．
为了研究 HBV感染进入的机制，体外感染模

型所接种病毒一般采用了 HBV 病毒本身或者是
HBV 的卫星病毒———丁型肝炎病毒(hepatitis delta
virus，HDV)，HDV包装利用了 HBV的表面蛋白，
这样就使得 HBV和 HDV 两种病毒表面的包膜蛋
白种类相同，因此，一般认为两者采用了相同或相

似的感染进入机制[7]．除此之外有文章报道，HBV
表面蛋白(HBsAgs)在 293T细胞中过表达时可少量
分布于细胞膜，从而可以与逆转录病毒包装形成假

病毒，研究者根据这一特点将 HBsAgs与慢病毒载
体共转染 293T细胞成功包装了 HBV 假病毒，并
证明此种假病毒具有与 HBV感染相似的种属和组
织特异性 [8]．HBV 表面蛋白逆转录病毒的包装成
功，为研究 HBV表面蛋白进入相关结构域带来了

新方法．

综上所述，现有 HBV体外感染细胞模型所采
用的细胞主要包括 PHH、PTH和 HepRG细胞，接
种的病毒除采用 HBV本身外，还可采用 HDV或
HBV包膜蛋白包装的假病毒(图 1)．

2 HBV表面蛋白进入相关结构域的鉴定

2援1 HBV表面蛋白组成与结构
HBV 表面蛋白分为三种：大表面蛋白 (large

hepatitis B surface protein，LHBs)、中表面蛋白
(middle hepatitis B surface protein，MHBs)和小表面
蛋白(small hepatitis B surface protein, SHBs)(图 2)．
它们由共同的开放阅读框不同的翻译起始位点翻译

而得．

体外感染
细胞模型

细胞 病毒

PHH PTH HepRG HBV HDV 乙型肝炎
病毒假病毒
(Retrovirus)

Fig. 1 Hepatitis B virus in vitro infection cell models
图 1 乙型肝炎病毒体外感染细胞模型

(N-Glyc) N-Glyc (N-Glyc) (N-Glyc)
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Fig. 2 The proposed structures of hepatitis B virus three surface proteins
图 2 乙型肝炎病毒 3种表面蛋白的推测结构
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Fig. 3 The domains of hepatitis B virus large surface protein
图 3 乙型肝炎病毒大表面蛋白结构域

2援2 HBV表面蛋白进入相关结构域
目前，对 HBV表面蛋白进入相关结构域的鉴

定所采用的病毒主要基于 HBV本身和其卫星病毒
HDV，感染靶细胞则主要采用了 PTH和 HepRG两
种细胞．研究表明，HBV三种表面蛋白中 MHBs
对 HBV的感染进入是不必要的[11]，LHBs对 HBV
的感染进入则起着最关键性的作用，SHBs 因对
HBV和 HDV的包装分泌均不可或缺，因此，采用
HBV或 HDV病毒对其在 HBV感染进入过程中的
作用进行研究受到了极大的限制，其具体作用尚不

明确．

2援2援1 preS1结构域．基于以上认识，研究人员重
点对 LHBs 的 preS1 结构域进行了深入细致的研
究．研究发现，preS1 结构域是 HBV 感染主要决
定结构域，并且是 HBV感染种属特异性决定区．
利用已有的体外感染模型，基本上确定了 preS1的
N 端氨基酸，又称受体结合区 (receptor binding
domain，RBD)对 HBV 的感染是必不可少的 [7]，

preS1 结构域 C 端的胞质锚定区 (cytoplasmic
anchorage domain，CAD)和基质类似区(martrix-like
domain，MLD)则对 HBV 的感染可有可无 [12]．另

外，preS1结构域的一个重要特点是在 Gly-2存在
豆蔻酰化修饰，众多证据证明，此修饰对

HBV/HDV的感染是必不可少的，将此豆蔻酰化修
饰转移到MHBs或 SHBs并不能使 HDV获得感染
性，这可能揭示，Gly-2的豆蔻酰残基和其存在的
preS1结构域 N端共同组成了受体结合区或者两者
在空间位置或构象形成上严重依赖 [13]，但其在

HBV感染进入过程中所起的具体作用尚不清楚．
2援2援2 preS2结构域．MHBs和 LHBs两种表面蛋
白均存在 preS2 结构域，两者的主要区别是前者

preS2结构域 N端的 Asn-4是糖基化的而后者未经
糖基化．研究发现，识别未糖基化 preS2的抗体对
HBV感染的中和作用要比识别糖基化 preS2的抗
体 (Q19/10)强大得多，因此，虽然 MHBs 对于
HBV 的进入是不必要的 [11]，但考虑到 MHBs 和
LHBs两种包膜蛋白 preS2结构域 N端结构的不同
以及 LHBs的整体结构，preS2在 HBV感染进入过
程中的作用尚存在争议．不过可以明确的是，曾经

被怀疑参与 HBV 进入过程的易位结构域
(translocation motif，TLM) [12, 14, 15]和大部分的 preS2
结构 [16](位于 preS2 C端)对 HBV 的进入是不必要
的，同时也有文献报道 HDV的感染进入不依赖于
preS2 的 N 端结构 [12]．但对 preS2 结构域 N 端和
C端的研究均是分开考察的，尚没有对 preS2整体
缺失的病毒感染性进行过研究．另外，除基因型 A
外，HBV 的 LHBs和 MHBs的 preS2 结构域均存
在 O-糖基化位点(Thr-37，在基因型 A中因不明原
因此位点被 Asp取代)[17]．考虑到 HBV基因型 A的
感染性，基本可以排除 Thr-37位点 O-糖基化修饰
对 HBV 感染的必要性，但其他位点可能存在的
O-糖基化修饰在 HBV进入过程中的作用尚未见文
献报道．

2援2援3 SS结构域．SS结构域在三种表面蛋白中均
存在，其结构较复杂，存在 N-糖基化和二硫键修
饰．有文献报道，通过定点突变的方法考察了 N-
糖基化修饰对 HDV感染的重要性，发现 N- 糖基
化修饰的缺失虽然会使 HDV病毒颗粒分泌降低，
但对 HDV的包装和体外感染并不必要[18]．HBV病
毒颗粒表面的双脂层来源于细胞内膜(内质网膜和
高尔基体膜)而非细胞膜，因此，HBV表面蛋白的
SS结构域被二硫键高度交联，使其在循环过程中

(N-Glyc)

域 芋 郁 玉 域 芋 郁

(N-Glyc)
受体
结合区

豆蔻酰
化修饰

抗原环区

病毒包膜外

病毒包膜内易位结构域

胞质锚定区 基质
类似区

胞质玉区

胞质域区
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其他观点：a．考虑到 PHH、PTH 或 HepRG
细胞的分化状态对 HBV感染的必要性，以及未分
化和已诱导分化的 HepRG 细胞对 HBV的黏附特
性无明显差别的特点，有学者怀疑相对于数量较少

的受体分子(或者根本不存在)高分化肝细胞的极性
状态对 HBV的感染也许更重要[26]；b．HBV 在感
染 PHH细胞前需要肝血窦内皮细胞(liver sinusoidal
endothelial cells，LSECs)帮助活化———近来发现一

个有趣的现象，虽然连续培养细胞系无法感染

HBV，但当 HBV与 LSECs细胞共孕育后获得了对
HepG2细胞的感染性[29, 30]．

4 结语和展望

病毒的感染进入机制研究一直是国内外研究的

热点，具体到 HBV感染进入的机制虽然近年来取
得了一系列进展，但还缺乏重大突破：因现有

HBV/HDV感染模型的局限，HBV 表面蛋白一些
结构域在 HBV感染进入中的作用无法得到阐明；
HBV受体分子是否存在，如果存在，到底是什么，
仍然是一个谜；HBV脱壳的机制仍然几乎一无所
知．随着基于逆转录病毒包装系统的 HBV假病毒
感染体系的建立，HBV表面蛋白一些关键结构域

高度稳定，一般的去污剂均不能将其破坏，可以想

象在 HBV细胞侵入过程中如何打开这些二硫键将
是 HBV侵入成功与否的另一关键．有证据显示，
抗原环区(antigenic loop，AGL)即传统认为的抗原
决定簇 a区对 HBV感染必不可少[19]，该区域二硫

键较多，立体结构复杂，同时研究发现，巯基 -二
硫键互换抑制剂可剂量依赖地阻断 HDV的感染[20]，

因此 AGL区可能参与了 HBV的脱壳过程，当然
也不能排除其有助于 HBV的黏附和胞吞，具体何
种作用尚待进一步研究．另外，已有证据显示，

SS结构域的胞质玉区(cytosolic domain玉, CYL-玉)
和胞质域区(cytosolic domain域, CYL-域)对 HBV感
染并不必要[21]．三种表面蛋白均存在多个跨膜结构

域，其中跨膜结构域玉区(transmembrane domain玉,
TMD-玉)在 HBV感染进入过程中可能起到融合肽
的作用，但尚需进一步的实验数据支持[22～24]．SS
结构域 C端构象比较复杂，研究结果不一致，可
能具有两个或三个跨膜结构域，研究表明，该区域

对 HDV包装分泌必需的 Trp-196, Trp-199, Trp-201
突变为 Ala-196，Ala- 199，Ala- 201，并不影响

HBV感染 HepRG细胞[25]．

3 候选 HBV进入相关分子的发现
自 HBV发现确认以来，人们一直希望找到其

感染靶细胞的受体分子或参与 HBV感染的中介分
子，多聚人血清蛋白 (polymerized human serum
albumin，pHSA)作为第一个候选分子在 20世纪 80
年代得到了大量深入的研究，进入 20世纪 90年
代，研究人员把目光转移到寻找其他候选受体分子

上，其间发现大量与 HBV 表面蛋白互作的分子
(图 4)，但包括 pHSA在内，这些候选受体分子在
HBV 的感染进入过程中的作用没有一个得到公
认 [26]．最近文献报道，硫酸乙酰肝素蛋白聚糖

(heparan sulfate proteoglycans，HSPGs)对 HBV感染
第一步的细胞黏附起着关键性作用，但对 HBV的
侵入不具作用，遗憾的是 HSPGs的表达分布并不
具有种属和组织特异性，因此，其尚不能作为

HBV感染侵入的受体分子，但可以认为是 HBV感
染的辅助受体分子[27, 28]．

Fig. 4 Potential candidates involved in HBV entry
图 4 乙型肝炎病毒候选进入相关分子的发现

1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
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脂蛋白脂肪酶
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素蛋白聚糖

p80
人磷状细
胞癌抗原
(SCCA1)纤连蛋白

p50,膜联蛋白吁
p31

533· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2009; 36 (5)

在 HBV 感染进入中的作用未来可能得到阐明，
HBV感染最小表面蛋白结构域的揭示将为 HBV受
体寻找和新药发现提供有益的提示．HBV 现有治
疗药物主要包括 琢- 干扰素和核苷类抑制剂，但
琢-干扰素存在应答率低、副作用明显的缺点，核
苷类药物的长期应用又往往会导致 HBV耐药，因
此，人们急于寻找靶向 HBV生活周期其他步骤的
新药物如阻断 HBV的感染进入，HBV受体的最终
发现，将为基于此机制的药物设计提供新的靶点，

从而加速 HBV药物的研发．因此，HBV感染早期
进入肝细胞机制研究仍将是未来 HBV研究领域中
最重要的任务之一．
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Recent Advances in Hepatitis B Virus Entry Research*

WANG Xue-Jun, WANG Sheng-Qi**

(Beijing Institute of Radiation Medicine, Beijng 100850, China)

Abstract The mechanism of hepatitis B virus entry is an interesting area in HBV research but still enigmatic.
The difficulties in HBV entry research were primarily caused by the lack of easily accessible in vitro infection
models. Recent years, primary hepatocytes from Tupaia belangeri has been substituted for primary human
hepatocytes and upon induction of differentiation in vitro. A human hepatoma cell line named HepaRG has been
found to be susceptible for HBV infection too. The two cell models enabled researchers to obtain a number of
important discoveries for HBV entry. This article are focusing on these discoveries, including the domains of HBV
surface proteins involved in HBV entry, potential HBV receptor candidates and the questions to be resolved in
future years.
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